アグロバクテリウム　オ　カイシタ　イネ　ケイシツ　テンカンホウ　ノ　カイリョウ by 古賀, 農人 et al.





Improvement of Agrobacterium-mediated Transformation 
Method on Rice (Oryza sativa L.) 
恥1inoriKOGA， Hironori TANAKA， Yutaka TAKAGI and Toyoaki ANAI 
(Laboratory of Plant Breeding) 
Received September 12， 2000 
Summary 
Until sev巴ralyears ago， Agrobacterium has been considered to be impossible to infect monocot plant 
species. However， during the past five years， Agrobacterium-mediated syst巴mhas become a principal 
method of rice transformation， although the transformation efficiency mainly depends on the regenel油 il-
ity of rice cultivars. In this study， be the establishment of high-巴fficiencytransformation system in ric巴
plants， the cuJtivars that have a strong regeneration potential scr巴en. Among 13 cultivars， th巴cultivar
“Reiho" was the most superior to regenerate transgenic rice plant. Furthermore， pre-culture of callus in 
liquid medium and ultrasonic treatment during Agrobacterium inf，巴ctionalso largely enhanc巴dthe trans-
formation efficiency. 




















































加すAプローブの作成には，目的の遺伝子 (NPT1I， GUS， HPH)をアンチセンス方向に組み込
んだpBluescriptIベクターを Hindill，EcoR V ， EcoR 1を用いて消化し，これを鋳型として百ler-






行った 5gのイネ組織(緑葉，稗及び根)を液体窒素中で凍結し乳鉢を用いて粉砕した後， 25 











3月のゲノミック DNAを2種類の制隈酵素 (BamH1及びHindill) を用いて消化し，サザ
ンプロット分析に用いた.サザンプロット分析の条件については，前述の方法に従った"l
7.ノーザンブ口ット分析
10，ugのtotalRNAを1.2%ホルムアルデヒドアガロースゲル(1 XMOPSノfツファ…， 5 % 
ホルムアルデヒド， 1.2%アガロース)電気泳動を用いて分商を行った後， 20XSSCパップアー
を用いてナイロンメンブレン (Hybond-N+， Amersham) に転写し， 80"Cにて 1時間の乾熱処理
を行い RNAを固定した.
ハイブリダイゼーションは， 50%目見イオンイ七ホルムアミド， 5 XSSC， 7 %SDS， 2 %ブ
ロッキング試薬， 50mMリン酸ナトリウムパップアー (pH7.0)，0.1%N-ラウロイルサルコシ
ンを含むバッフア}中で650Cにて行った.プローブとしては，前述のDIG標識したアンチセ

































































































































(NPT U : 0‘8kbp， GUS : l.8kbp， HPH : L 3 


















ウム由来のノパリン合成酵素遺伝子命プロモ_ NPTII 0.8kb 
ター， トウモロコシ由来のユピキチン遺伝子プ
























GUS1系統の T1種子80粒を用い， 50昭/1ハイグロマイシン B存在下で発芽させ，薬剤耐性
試験を行ったところ (Table.3 )， 69個体が本薬剤に耐性を示し， 11個体が感受性の形質を示
した.また，無選択条件下で発芽させた同系統の幼横物体251弱体を用いて組織染色法により










系統 X' p χ2 p 分離比
GUSl 69 11 5.4 p>0.02 18 7 0.12 P>0.5 3 1 
GUS2 21 7 。 p>0.9 17 5 0.197 P>0.5 3 : 1 
Control 。 106 。 106 
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